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Proteines recombinantes , et complexes moleculaires derives 
de ces proteines, analogues a des molecules impliqu§es dans 
10 les reponses immunitaires . 



L 1 invention se rapporte a des proteines 
recombinantes, et a des complexes moleculaires derives de 
15 ces proteines, analogues a des molecules impliquees dans les 
reponses immunitaires . 

Elle concerne egalement une mtthode de production 
de telles molecules et de tels complexes, ainsi que leurs 
applications, en particulier pour le diagnostic et en 
20 therapeutique. 

On connait le role majeur, dans une reponse 
immunitaire, des molecules codees par le Complexe Majeur 
d' Histocompatibility (CMH) . 

Ces molecules sont constitutes de deux chaines 
25 polypeptidiques : la chaine lourde, et la chaine legere . 

Les molecules du CMH sont exprimees a la surface 
des cellules presentatrices (cellules dendritiques, 
lymphocytes B, macrophages) sous la forme de complexes 
moleculaires avec des peptides antigeniques, eux-memes 
30 derives de proteines extracellulaires ou intracellulaires • 

La reconnaissance de ces complexes peptide/CMH par 
un recepteur specifique exprime a la surface des lymphocytes 
T est a l'origine de toute reponse immunitaire & mediation 
cellulaire. 



5 Les molecules du CMH appartiennent a deux classes 

distinctes : celles de classe I, qui sont reconnues par des 
lymphocytes T CD8+ (cellules T cytotoxiques) et celles de 
classes II qui sont reconnues par des lymphocytes T CD4 + 
(cellules T auxiliaires) . 

10 Pour etre utilisables comme sondes permettant de 

denombrer et de mesurer la frequence des lymphocytes T 
specif iques d'un antigene donne, de telles molecules et 
complexes doivent etre produits sous forme soluble. Ces 
memes molecules et complexes solubles peuvent etre utilises 

15 pour moduler les reponses immune s . 

La possibility d'utiliser des molecules solubles 
du CMH pour detecter des lymphocytes T CD8 + a ete demontree 
pour la premiere fois par Altman et al en 1996 (1) . Depuis 
cette date, de nombreuses equipes ont utilise cette 

20 strategie pour denombrer et caracteriser le phenotype de 
lymphocytes T CD8 + reagissant avec des peptides viraux, 
bacteriens ou derives d ! antigenes tumoraux. Toutefois, 
1 1 application de cette strategie pour la detection de 
lymphocytes T CD4 + s'est rev§lee problematique . 

25 Dans la plupart des travaux publics a ce jour, des 

systemes d' expression bacteriens ont ete utilises pour 
produire des molecules du CMH de classe I. Apres incubation 
de ces molecules avec des peptides antigeniques, les 
complexes peptide/CMH ont ete purifies et obtenus sous forme 

30 de tetrameres apres incubation avec de la streptavidine . 
Cette derniSre etape est rendue possible par 1 1 addition a 
l'extremite carboxy-terminale de la chaine lourde du CMH 

— - d ' un=site=de=reconnaissance pour ^l=Lenzyme^ BirA, _une_enzyme 
bacterienne, qui est capable de catalyser l 1 addition d'une 
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5 molecule de biotine . D'autres equipes ont choisi de produire 
des dimeres de molecules du CMH de classe I en utilisant le 
squelette d'un anticorps. Dans ce cas, la chalne lourde du 
CMH a ete liee a la chaine lourde d'une immunoglobuline (Ig 
en abrege ) et la P-2-microglobuline liee a la chaine legdre . 

10 Les regions Fc des chaines lourdes s'associant par 
1 ' intermediaire de ponts disulfures, les molecules produites 
sont des dimeres de molecules du CMH. 

Pour des raisons techniques, la preparation de 
sondes moleculaires se fixant selectivement aux lymphocytes 

15 T CD4 + s'est averee beaucoup plus difficile, 
vraisemblablement a cause de 1 ' instability intrinseque des 
molecules du CMH de classe II. 

Des tetrameres de molecules de classe II liees £ 
un peptide antigenique, ou des dimeres de ces molecules 

20 obtenus en utilisant le squelette d'un anticorps ont ete 
produits . 

Le probleme de la stabilite et de l'af finite des 
recepteurs de lymphocytes T CD4 + pour leur ligand est 
resolu, conformement a 1' invention, par 1 'utilisation de 
25 constructions assurant la formation de dimeres dormant des 
complexes multivalents grace a 1 1 utilisation de molecules 
comportant plusieurs sites de liaison pour certaines regions 
des dimeres. 

De telles constructions sont envisageables aussi 
30 bien pour des molecules de CMH de classe I que pour celles 
de classe II. 

De maniere avantageuse, de telles constructions 
sont suffisamment stables pour pouvoir etre utilisees comme 
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5 sondes inoleculaires ouvrant ainsi un large champ 
d 1 application . 

Ces constructions sont egalement utilisables pour 
obtenir des analogues de recepteurs des cellules T capables 
de reconnaitre specif iquement de telles molecules. 
10 L 1 invention a done pour but de fournir des 

molecules recombinantes et des complexes recombinants 
correspondants, dans lesquels ces molecules sont associees 
des peptides antigeniques, de grande stabilite et de forte 
af finite pour leur ligand. 
15 Elle vise egalement leur production dans des 

cellules hotes a l'aide de vecteurs d 1 expression appropries. 

L» invention vise en outre les applications 
immunologiques de ces complexes comme sondes moleculaires . 

Les proteines recombinantes solubles selon 
20 l 1 invention sont const ituees au minimum d 'un dimere lui-meme 
forme des chaines a et P des molecules du CMH de classe I ou 
II. 

Ces dimeres sont caracterises en ce qu'ils 
comportent a l'extremite carboxy-terminale de I'une ou des 2 
25 chaines, tout ou partie d'une region Fc d'une 
immunoglobuline . 

"Partie d'une region Fc" designe un fragment 
correspondant a un fragment naturel, ou modifie par rapport 
^ un tel fragment naturel, par substitution et/ou par 
30 deletion et/ou par mutation, mais capable de se lier §l une 
proteine possedant des sites de liaison pour la region Fc, 
telle que la proteine A ou la proteine G. 

■ — Ij 1 expression "capable de se lier" est illustree 

par 1 ' exemple 1C . 
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5 La region Fc correspond plus specialement a tout 

ou partie du domaine CH 2 et/ou CH 3 . Ce domaine peut etre 
modifie par rapport au domaine naturel, mais doit etre 
capable, conf ormement a 1' invention, de se lier 3. une 
proteine du type proteine A ou G possedant plusieurs sites 
10 de liaison pour la region Fc d'une Ig. 

L ' immunoglobuline comportant la region constante 
visee ci-dessus peut etre une IgG, notamment les isotypes 
IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3, une IgM, une IgA, une IgD ou une 
IgE. 

15 Les proteines de 1" invention sont plus 

particulierement caracterisees en ce qu'elles comportent 
tout ou partie des chaines a ou P des molecules du CMH . 

De maniere avantageuse, les chaines a et P 
const ituant le dimere comportent des glissiSres a leucine, 

20 ce qui favorise leur appariement . 

De telles glissieres a leucine sont par exemple 
decrites par Scott et al (2) ou Kalandadze et al (3) . 

L' invention vise en particulier les molecules 
recombinantes associees en plusieurs dimeres et notamment en 

25 tetrameres et tout specialement en octameres. 

De telles molecules recombinantes sont complexees 
avec une proteine naturelle ou artificielle comportant 
plusieurs sites de liaison pour les regions constantes des 
immunoglobulines et permettant ainsi de creer des multimeres 

30 de dimeres. On citera & titre d f exemple la proteine A 
communement isolee a partir de Staphylococus aureus, ou 
encore la proteine G de Streptococus (groupe C) , ou des 
multimeres de recepteur des regions Fc obtenus par 
recombinaison genetique. 
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5 Les molecules recombinants s telles que definies 

ci-dessus complexees a des peptides antigeniques constituent 
des analogues de CMH. 

L'invention vise de tels complexes, caracterises 
en ce qu'ils comportent a l'extr^mite -NH 2 de la chaine p, 
10 un peptide antigenique fixe par 1 ' interm^diaire d'un bras 
flexible. Ce bras peut avoir une longueur variable et permet 
le posit ionneiaent du peptide antigenique dans le sillon 
forme par le ou chaque dimere. 

De telles fixations sont d£crites par exemple par 
15 Kozono et al (4) et (5) . 

Les molecules definies ci-dessus sont obtenues 
a van t ageusement selon les techniques d^crites dans les 
Manuels de Biologie Moleculaire pour la preparation des 
genes recombinants et leur expression dans des cellules 
20 eucaryotes ou procaryotes . On se rfiferera ainsi par exemple 
aux ouvrages de Sambrook et al (6) ou de Ausubel et al (7) . 

Les sequences codant pour les fragments 
recombinants constitutifs des molecules definies ci-dessus 
sont introduites dans des vecteurs d' expression. On utilise 
25 gen^ralement autant de vecteurs d' expression que de 
fragments. Mais il est egalement possible, en variante, 
d'utiliser un meme vecteur pour plusieurs fragments. 

Comme vecteurs d' expression, on utilisera 
avantageusement des plasmides et notamment des plasmides 
30 possedant un marqueur de selection. Des resultats 
d' expression satisf aisants ont et§ ainsi obtenus avec des 
plasmides capables de se r€pliquer dans des bacteries et 
comportant, comme marqueur de selection, un gdne de 
resistance a ion antibiotique . 
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Les promoteurs seront choisis de maniere k 
permettre l 1 expression du gene recombinant dans le systeme 
d' expression utilise. On citera a titre d' exemple le 
promoteur reconnu par la polymerase du bacteriophage T4 ou, 
lorsqu'on utilise conune systeme d 1 expression des cellules de 
Drosophile, le promoteur du gene de la metallothioneine . 

Conune systemes d' expression eucaryote, on citera 
i es systemes baculovirus recombinants dans des cellules 
d'insecte, de cellules de Drosophile, des cellules de 
Hamster (lignee CHO) et des cellules de Singe (lignee COS) . 
On peut egalement effectuer une expression dans des cellules 
de levure . 

Comme systdmes d 1 expression procaryote, les 
bacteries sont largement utilisees, en particulier E.coli. 

Les molecules recombinantes produites sont 
purifiees sur des colonnes d f immunoaf finite, notamment avec 
des anticorps monoclonaux ou polyclonaux, specifiques des 
molecules d'interet, ou encore avec des materiaux supports 
comme des billes # notamment des billes d 1 agarose. 

D'autres protocoles de purification peuvent etre 
envisages. En particulier, par exemple lorsque les molecules 
a purifier comportent 6 r^sidus histidine consecutif s, des 
billes d 1 agarose recouvertes de nickel peuvent etre 
utilisees pour purifier les molecules. 

Les molecules purifiees obtenues sont alors mises 
a incuber avec les proteines possedant les sites de liaison 
pour la region Fc. 

Ces proteines sont avantageusement marquees aux 
fins de detection, par exemple par un fluorophore. 
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5 Lorsque la molecule obtenue ne comporte pas de 

peptide antigenique, et qu'on souhaite disposer de complexes 
peptide ant ig€nique/ analogue de CMH, on la fait incuber avec 
ce peptide in vitro. 

L 1 etude des molecules recombinantes selon 

10 1* invention a permis de mettre en evidence leur grande 
stability et une forte affinite dans les essais de 
reconnaissance immunologique. 

L 1 invention fournit ainsi des outils de grand 
interet pour la modulation des processus immunologiques . 

15 Elle vise en particulier 1 1 utilisation des 

complexes peptide antigenique /analogues de CMH de classe II 
pour denombrer et/ou purifier les lymphocytes T reagissant 
avec un antigene donne et pour caracteriser le phenotype de 
ces cellules, c'est-a-dire determiner ou identifier les 

20 molecules qu'elles secretent ou qu'elles expriment a leur 
surface. Cette detection est realisSe sur un prelevement 
effectue sur un patient. II peut s'agir d'un prelevement 
sanguin, ou effectue sur des organes lymphoides secondaires, 
comme les ganglions lymphatiques, la rate, ou encore sur des 

25 tumeurs . 

Ces molecules peuvent avantageusement etre 
utilisees pour denombrer ou pour purifier ces cellules a 
partir de suspensions cellulaires comme decrit ci-dessus. 

Alternativement # elles peuvent etre utilisees pour 
30 visualiser ces cellules sur des coupes cellulaires. 

II est ainsi possible de preciser le statut 
immunologique d 1 un individu. 



5 Cette application revet un grand interet pour le 

d£veloppement de vaccins contre certains agents pathog&nes 
ou de vaccins ant i- tumor aux. 

On sait que pour juger de l'efficacite d'un 
vaccin, le meilleur moyen consiste a vacciner un grand 
10 nombre d' individus et a suivre le devenir de cette 
population lorsqu'elle est exposee a l 1 agent infectieux dans 
des conditions naturelles. Cette approche est toutefois 
difficile a cause notamment des couts considerables gu'elle 
engendre, et de la difficulty de trouver suffisamment de 
15 volontaires . 

L 1 utilisation des complexes selon l 1 invention, en 
tant que sondes moleculaires se fixant selectivement a des 
lymphocytes T CD4 + de specif icite donnee, permet de comparer 
rapidement l'efficacite de differentes preparations 
20 vaccinales et de determiner le nombre et les intervalles 
optimaux entre les rappels. 

Dans une etude en pre-clinique, on inocule des 
individus avec des preparations vaccinales renfermant le ou 
les antigenes, puis on denombre les cellules T presentes 
25 dans un prelevement , reagissant avec des complexes selon 
1' invention. La reponse des individus permet d'apprScier la 
reaction vis-a-vis du peptide antigenique. 

Cette application peut etre egalement mise en 
oeuvre comme moyens predictifs quant a l'etat d'un patient, 
30 en denombrant et en determinant le phenotype de cellules T 
autor^actives chez des malades a risques. 

L' invention permet ainsi de determiner le stade 
d'avancement de la maladie chez des patients souffrant de 
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maladies auto- immune s ou d'gvaluer l'efficacite de certains 
traitements ou d 1 interventions therapeutiques . 

L 1 invention vise egalement 1 1 application desdits 
complexes multivalents definis ci-dessus dans le diagnostic 
et la mise au point de traitements de maladies auto-immunes. 

Un certain nombre de maladies auto-immunes sont 
dues a la mobilisation de lymphocytes T auto-reactif s qui 
provoquent la destruction des tissus de 1'organisme. Dans 
certains cas, par exemple chez les diabetiques, le 
diagnostic de la maladie n'est effectue que tardivement 
lorsque les tissus sont deja detruits . Pour empecher la 
destruction des tissus, et bloquer le developpement de la 
maladie, il est indispensable d'effectuer un diagnostic 
precoce. La possibility de denombrer, grace a 1' invention, 
les lymphocytes T auto-reactif s dans le sang des patients a 
risque constitue une avancee considerable, 

Prenant en compte que les lymphocytes T auto- 
reactif s jouent un role determinant dans le developpement 
des maladies auto-immunes, de tres nombreuses strategies 
therapeutiques visent a eliminer ces lymphocytes, ou §l les 
empecher d'exercer leur pouvoir pathogene, on mesurera 
1 1 interet de pouvoir denombrer grace a 1 1 invention les 
lymphocytes T auto-reactif s dans le sang des patients 
traites, de comparer l'efficacite de differents traitements, 
et d 1 adapter le traitement en fonction de la reponse du 
ma lade . 

Selon un autre aspect, 1 1 invention vise 
1 1 application des complexes pour 1 1 enrichissement en un type 
de cellules T donne. 
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5 Cette application permet de disposer de grandes 

quantites de cellules T specif iques d'un antigene donnS in 
vitro a des fins de therapie cellulaire. Ces cellules 
peuvent etre en effet re-inoculees a des patients titre 
preventif ou curatif. On peut Ik encore denombrer et 
10 determiner, avant 1 1 inoculation, le phenotype des cellules T 
complexees . 

L 1 invention vise encore 1 1 application des 
molecules recombinantes multivalentes comme agents 
stimulants des cellules T. 

15 Ces molecules peuvent etre inoculees a un individu 

pour stimuler 1' expansion et/ou 1' activation de cellules T 
specif iques d'un antigene donne en 1' absence de toute autre 
cellule, en particulier de cellules presentatrices . 

Cette utilisation est done interessante pour 

20 stimuler des rSponses immunitaires insuf f isantes par exemple 
vis-a-vis de complexes CMH/antigene tumoral . 

Dans le cas de maladies inf ectieuses, on inocule 
in vivo les molecules recombinantes, le cas echeant apres 
une etape de propagation prealable ex vivo. 

25 D'autres caracteristiques et avantages de 

l 1 invention sont donnes, a titre purement illustratif, dans 
les exemples qui suivent et en se referant aux figures 1 a 
5, qui representent respectivement 

- la figure 1 represente la sequence de 1' insert d'ADNc de 
30 la chaine a du CMH, 



- la figure 2, la construction plasmidique contenant 
1 1 insert d'ADNc de la figure 1, 
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5 - la figure 3, la sequence de 1 1 insert d 1 ADNc de la chaine (3 
du CMH # 

- la figure 4, la construction plasmidique contenant 
!• insert d 1 ADNc de la figure 3, 

- la figure 5, la construction plasmidique detaillee de la 
10 figure 4, et 

- la figure 6, un octamere peptide/CMH de classe II selon 
1' invent ion. 

Exemple 1 : Production de complexes peptide/CMH de 

type II 

15 L Construction des plasmides recombinants 

. Construction de l'ADNc codant pour la prot^ine 
recombinante IAg-/Fc (clone 461) et insertion dans 
un plasmide 

Cette construction est illustree par la figure 1 
20 qui donne la sequence d 1 ADNc , de la position 420 a 1940, et 
celle du peptide code (437-1921) (SEQ ID N° 1) . 
L'ADNc comprend, ligues entre eux, successivement , les 
fragments codant pour le peptide signal d f IA d / IA d a, un 
linker, une glissiere a leucine acide # un linker, une region 
25 Hinge, la region CH 2 , puis la region CH 3 de Fc. 

Cette construction est inserSe dans le plasmide represent^ 
sur la figure 2 et placee pour le controle d'un promoteur de 
m^tallothioneine inductible par CuS0 4 . 
30 . Construction de l'ADNc codant pour la proteine 

recombinante LACK/I-A 3 g /glissiere a leucine (clone 268) et 
insertion dans un plasmide 
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5 Cette construction est illustr£e par la figure 3, 

qui donne la sequence d'ADNc, de la position 420 1370, et 
celle du peptide code (440-1359) (SEQ ID N° 2) 
L'ADNc comprend successivement les fragments, ligues entre 
eux, : codant pour une sequence leader, pi, un peptide LACK 
10 (158-73) , un linker, un site thrombine, un linker, IAp d (J3l) 
IAp d (P 2 ) , un linker, une glissiere a leucine basique, un 
marqueur a motifs histidine. 

Cette construction est inseree dans le plasmide represents 
sur la figure 4, et detaille sur la figure 5. 
15 2 . Transf ection des plasmides dans des cellules de 

Drosophile 

3 . Selection des transmettants stables 

Les etapes 2 et 3 sont realisees en operant selon (6) . 

4. Production et purification des complexes 

20 A) Production 

On met en culture les cellules transfectees de 
Drosophile dans des flacons de 3 1, a 24 °C, dans un milieu 
SFM Drosophile (GIBCO-BRL) , supplements avec 1% de SVF 

25 (serum de veau foetal) . 

Lorsque la densite cellulaire atteint 5 x 10 6 
cellules/ml, on induit la production de molecules LACK/IAd 
en ajoutant CuS0 4 a la concentration finale de 1 mM, puis on 
soumet le milieu a incubation durant 5 a 6 jours, 

30 On recueille les surnageants et, par 

centrif ugation, on elimine les debris cellulaires (2 0 min, 
10K, 4°C) • Les surnageants sont ensuite transfers dans des 
tubes et a nouveau centrifuges. 
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On concentre les surnageants 8 a 10 fois en 
utilisant un concentrateur Prepscale R (Millipore, Inc.) On 
congele a -70°C jusqu'a l'obtention de 500 ml de surnageants 
concentres . 



10 B) Purification 

On decongele les - surnageants a 37 °C. On centrifuge 
15 min a 10K. Les surnageants sont ensuite trans feres dans 
de nouveaux tubes et a nouveau centrifuges 15 min a 10 K. 

On les charge alors sur une colonne 
15 d 1 immunoaf finite MK-D6 (volume de lit 5 ml), equilibree au 
prealable dans un tampon A de 2 0 mM de phosphate de sodium 
pH 7,0. La vitesse d'elution est de 10 a 20 ml/h. 

La colonne est lavee avec 30 ml de tampon A (6 
fois le volume de lit) k 0,5 ml/min. 
20 Pour l'elution, on utilise 15 ml de CAPS 50 mM pH 

11,5 en operant par gravidity. 

On recueille 15 fractions de 1 ml chacune . 
Chaque fraction est neutralisee avec 3 00 fj.1 de 
phosphate de sodium (200 mM, pH 6,2). On ajoute 
25 immediatement des inhibiteurs de protease (Complete R , Roche 
Diagnostics) dans chaque echantillon. 

On neutralise la colonne avec le tampon A. 
Pour eviter 1 » aggregation des molecules de 
peptide/CMH, on effectue immediatement une chromatographie 
30 par echange d'ions apres 1'elution. 

On determine la concentration proteique de chaque 
fraction par electrophorese en gel denaturant. 
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5 Les fractions positives sont rassemblees et 

chargees sur colonne §changeuse d'ions (Mono Q) (Pharmacia 
Biotech) . 

On utilise un tampon B : Tris-HCl 20 mM, pH 8,0 et 
un tampon C : Tris-HCl 2 0 mM pH 8,0 + 1M NaCl . 
10 On opere selon les gradients suivants : 

0-5 min : 0% C; 5-20 min : 0-50% C ; 20-21 min : 
50-100% C ; 21-25 min : 100% C ; 25-26 min : 100% C ; 26-30 
min : 0%C. 

Les molecules LACK/ IA d eluent g§neralement a 30- 
15 36% en tampon C. On recueille les fractions correspondant au 
pic d'elution et on determine la concentration proteique par 
electrophorese en gel denaturant . 

Les fractions positives sont rassemblees et 
dialysees a 4°C contre 2 1 de PBS, pH 7,4- 

20 On change le tampon de dialyse 2 fois en 24 h. La 

concentration en proteines est determinee selon le test BCA 
(Biorad) . Les echantillons sont congeles a -70°C en petites 
fractions (8 fig) . Les rendements sont de 1 1 ordre de 0,5 mg/1 
de surnageant cellulaire . 

25 C, Production de complexes multivalents (figure 6) 

On prepare une solution de proteine A-couplee a un 
fluorophore constitue par Alexa 488 R (sondes moleculaires # 
P-11047) a une concentration de 0,5 mg/ml dans PBS 1 X, pH 
7,4. (Proteine A de Sigma) 

30 Des aliquotes de 100 /xl sont prepares et congeles 

a -20°C. 
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5 Un aliquote de molecule peptide/CMH (8 /xg) est 

decongele et on ajoute 1,1 fil de proteine A couplee au 
fluorophore Alexa. On soumet le melange a incubation a 
temperature ambiante pendant 3 0 min, puis on ajoute un 
melange PBS/ASB (albumine de serum bovin) 0,1 % pour un 
10 volume final de 50 fil . On ajoute 1 fil de serum de souris et 
on utilise directement le produit comme reactif de 
coloration. 

D- Cytof lurometrie de flux 

On purifie des cellules T a partir des ganglions 
15 lymphatiques d'une souris. On transfere 10 s cellules dans un 
tube et on ajoute le reactif de coloration. Deux heures plus 
tard, les cellules sont lavees en tampon isotonique et 
analysees en cytof luorometrie de flux. La frequence des 
cellules reagissant avec le reactif de coloration est 
20 determinee par cette methode . 
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REVENDICATIONS 

1/ Proteines recombinantes solubles, constitutes 
au minimum d ! un dimere lui-meme forme des chaines a et P des 
molecules du CMH de classe I ou II , caracterisees en ce 
qu'elles comportent a 1 1 ex t remit e carboxy- terminal e de l'une 
ou des 2 chaines, tout ou partie d'une region Fc d'une 
immunoglobuline . 

2/ Proteines recombinantes solubles selon la 
revendication 1, caracterisees en ce qu'elles comportent 
tout ou partie des chaines a ou p des molecules du CMH. 

3/ Proteines recombinantes solubles selon la 
revendication 1 ou 2, caracterisees en ce qu'elles 
comportent tout ou partie du domaine CH 2 et/ou CH 3 de la 
region Fc . 

4/ Proteines recombinantes solubles selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 3, caracterisees en ce que 
les chaines qui constituent le dimere comportent des 
glissieres a leucine, 

5/ Proteines recombinantes solubles selon l'une 
quelconque des revendications 1 k 4, caracterisees en ce 
qu 1 elles sont associees en plusieurs dimeres et notamment en 
tetrameres ou en octam&res . 

6/ Proteines recombinantes solubles selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, caracterisees en ce 
qu' el les _s_onJ:^^^_mp_l_ex ees a de s proteines nature l ies. _ou 
artif icielles, comportant plusieurs sites de liaison pour 
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5 les regions constantes des immunoglobulines, telles que la 
prot^ine A, la proteine G, ou des multimeres de recepteur 
des regions Pc obtenus par recombinaison g€netique. 

7/ Proteines recombinant es solubles selon l'une 
quelconque des revendications 1 §l 6, caracterisees en ce 
10 qu'elles sont liees de maniere covalente ou non covalente a 
un peptide antigenique . 

8/ Proteines recombinantes solubles selon la 
revendication 7, caracterisees en ce que le peptide 
antigenique est fixe a l'extremite amino- terminale de la 
15 chaine (3 par 1 1 intermSdiaire d'un bras flexible. 

9/ Sequences nuclSotidiques possSdant un cadre de 
lecture correspondant §l tout ou partie d'une molecule selon 
l'une quelconque des revendications 1 k 8. 

10/ Vecteurs d 1 expression, notamment plasmides, 
20 caracterises en ce qu'ils comportent une sequence selon la 
revendication 9 . 

11/ Cellules procaryotes ou eucaryotes porteuses 
d'au moins un vecteur selon la revendication 10. 

12/ Utilisation des molecules selon la 
25 revendication 7 ou 8, pour d€nombrer et/ou purifier les 
lymphocytes T reagissant avec un ant i gene donne et pour 
caract^riser le phenotype de ces cellules. 

13/ Utilisation selon la revendication 12, comme 
molecules immunostimulantes, notamment pour le developpement 
30 de vaccins. 
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14/ Utilisation selon la revendication 12 , coirane 
moyen predict if de l'etat d'un patient pour denombrer et 
determiner le phenotype de cellules T autoreactives chez des 
malades i. risques, ou a des fins therapeutiques . 

15/ Utilisation des molecules selon la 
revendication 7 ou 8, pour la purification et/ou 
1 1 enrichissement de lymphocytes T specif iques d'un antigene 
donne, soit a partir de cultures cellulaires, soit a partir 
de prelevements sur un patient. 

16/ Utilisation selon la revendication 15, 
caracterise en ce que les populations de lymphocytes T 
enrichies en un type de cellules T donne sont utilisees a 
des fins de th6rapie cellulaire. 
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LISTE DC SEQUENCES 

<110> C. N. R S. 

<120> "Proteines recorabinantes , et complexes moleculaires 
derives de ces proteines, analogues a des molecules 
impliquees dans les reponses immunitaires ". 

<130> CP/VB 973 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2. 1 

<210> 1 
<211> 1484 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1482) 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ligation 
de fragments d 1 ADNc 

<400> 1 

atg ccg tgc age aga get ctg att ctg ggg gtc etc gec ctg aac acc 

Met Pro Cys Ser Arg Ala Leu lie Leu Gly Val Leu Ala Leu Asn Thr 

1 ~ 5 10 15 

atg etc age etc tgc gga ggt gaa gac gac att gag gee gac cac gta 
Met Leu Ser Leu Cys Gly Gly Glu Asp Asp lie Glu Ala Asp His Val 
20 25 30 



48 



96 



ggc ttc tat ggt aca act gtt tat cag tct cct gga gac att ggc cag 144 

Gly Phe Tyr Gly Thr Thr Val Tyr Gin Ser Pro Gly Asp lie Gly Gin 

35 40 45 

tac aca cat gaa ttt gat ggt gat gag ttg ttc tat gtg gac ttg gat 192 

Tyr Thr His Glu Phe Asp Gly Asp Glu Leu Phe Tyr Val Asp Leu Asp 

50 55 60 

aag aag aaa act gtc tgg agg ctt cct gag ttt ggc caa ttg ata etc 240 

Lys Lys Lys Thr Val Trp Arg Leu Pro Glu Phe Gly Gin Leu lie Leu 

65 70 75 80 

ttt gag ccc caa ggt gga ctg caa aac ata get gca gaa aaa cac aac 288 

Phe Glu Pro Gin Gly Gly Leu Gin Asn lie Ala Ala Glu Lys His Asn 

85 " 90 95 

ttg gga ate ttg act aag agg tea aat ttc acc cca get acc aat gag 336 

Leu Gly lie Leu Thr Lys Arg Ser Asn Phe Thr Pro Ala Thr Asn Glu 

100 105 110 

get cct caa gcg act gtg ttc ccc aag tec cct gtg ctg ctg ggt cag 384 

Ala Pro Gin Ala Thr Val Phe Pro Lys Ser Pro Val Leu Leu Gly Gin 

115 120 125 

ccc aac acc ctt ate tgc ttt gtg gac aac ate ttc cca cct gtg ate 432 

-Pro Asn Thr Leu l i e Cys Phe V al A s p Asn Tie Phe Pro Pro Val He 

130 135 140 



aac ate aca tgg etc aga aat age aag tea gtc aca gac ggc gtt tat 480 
Asn lie Thr Trp Leu Arg Asn Ser Lys Ser Val Thr Asp Gly Val Tyr 

145 150 - 155 ~ ~ 160 

gag ace age ttc etc gtc aac cgt gac cat tec ttc cac aag ctg tct 528 

Glu Thr Ser Phe Leu Val Asn Arg Asp His Ser Phe His Lys Leu Ser 
165 170 175 

tat etc ace ttc ate cct tct gat gat gac att tat gac tgc aag gtg 576 

Tyr Leu Thr Phe lie Pro Ser Asp Asp Asp lie Tyr Asp Cys Lys Val 
180 185 ~ 190 

gag cac tgg ggc ctg gag gag ccg gtt ctg aaa cac tgg gaa cct gag 624 

Glu His Trp Gly Leu Glu Glu Pro Val Leu Lys His Trp Glu Pro Glu 
195 200 205 

att cca gee ccc atg tea gag ctg aca gaa act gga ggt gga gga tec 672 

lie Pro Ala Pro Met Ser Glu Leu Thr Glu Thr Gly Gly Gly Gly Ser 
210 215 220 

act aca get cca tea get cag etc gaa aaa gag etc cag gee ctg gag 720 

Thr Thr Ala Pro Ser Ala Gin Leu Glu Lys Glu Leu Gin Ala Leu Glu 

225 230 235 240 

aag gaa aat gca cag ctg gaa tgg gag ttg caa gca ctg gaa aag gaa 768 

Lys Glu Asn Ala Gin Leu Glu Trp Glu Leu Gin Ala Leu Glu Lys Glu 
245 250 255 

ctg get cag gca gca tct gag ccc aga ggg ccc aca ate aag ccc tgt 816 

Leu Ala Gin Ala Ala Ser Glu Pro Arg Gly Pro Thr lie Lys Pro Cys 
260 265 270 

cct cca tgc aaa tgc cca gca cct aac etc ttg ggt gga cca tec gtc 864 

Pro Pro Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 
275 280 285 

ttc ate ttc cct cca aag ate aag gat gta etc atg ate tec ctg age 912 

Phe lie Phe Pro Pro Lys lie Lys Asp Val Leu Met lie Ser Leu Ser 
290 295 300 

ccc ata gtc aca tgt gtg gtg gtg gat gtg age gag gat gac cca gat 960 

Pro lie Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp 

305 310 315 320 

gtc cag ate age tgg ttt gtg aac aac gtg gaa gta cac aca get cag 1008 

Val Gin lie Ser Trp Phe Val Asn Asn Val Glu Val His Thr Ala Gin 
325 330 335 

aca caa ace cat aga gag gat tac aac agt act etc egg gtg gtc agt 1056 

Thr Gin Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser 
340 345 350 

gec etc ccc ate cag cac cag gac tgg atg agt ggc aag gag ttc aaa 1104 

Ala Leu Pro lie Gin His Gin Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys 
355 360 ~ 365 

tgc aag gtc aac aac aaa gac etc cca .gcg ccc ate gag aga acc ate 1152 

Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro lie Glu Arg Thr lie 
370 375 380 

tea aaa ccc aaa ggg tea gta aga get cca cag gta tat gtc ttg cct 1200 

Ser Lys Pro Lys Gly Ser Val Arg Ala Pro Gin Val Tyr Val Leu Pro 

385 390 395 400 



act c 



cca cca gaa gaa gag atg act aag aaa cag gtc act ctg acc tgc atg 124 8 
Pro Pro Glu Glu Glu Met Thr Lys Lys Gin Val Thr Leu Thr Cys Met 
405 410 415 

gtc aca gac ttc atg cct gaa gac att tac gtg gag tgg acc aac aac 1296 
Val Thr Asp Phe Met Pro Glu Asp lie Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn 
420 425 430 

ggg aaa aca gag eta aac tac aag aac act gaa cca gtc ctg gac tct 134 4 
Gly Lys Thr Glu Leu Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser 
435 440 445 

gat ggt tct tac ttc atg tac age aag ctg aga gtg gaa aag aag aac 1392 
Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn 
450 455 - 460 

tgg gtg gaa aga aat age tac tec tgt tea gtg gtc cac gag ggt ctg 14 4 0 
Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu 
465 470 475 480 

cac aat cac cac acg act aag age ttc tec egg act ccg ggt aa 148 4 

His Asn His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly 
485 490 



<210> 2 
<211> 921 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: Ligation 
de fragments d 1 ADNc 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (921) 

<400> 2 

atg get ctg cag ate ccc age etc etc etc tea get get gtg gtg gtg 48 

Met Ala Leu Gin lie Pro Ser Leu Leu Leu Ser Ala Ala Val Val Val 

15 10 15 

ctg atg gtg ctg age age ccc ggg act gag ggc gga aac tec ate tgc 96 
Leu Met Val Leu Ser Ser Pro Gly Thr Glu Gly Gly Asn Ser lie Cys 
20 25 30 

ttc teg ccg teg ctg gag cac ccg ate gtg gtg tec ggc age tgg gac 144 
Phe Ser Pro Ser Leu Glu His Pro lie Val Val Ser Gly Ser Trp Asp 
35 40 45 

gga ggt ggg ggc tea eta gtg ccc cga ggc tct gga ggt gga ggc tec 192 
Gly Gly Gly Gly Ser Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 
50 55 60 

gaa agg cat ttc gtg gtc cag ttc aag ggc gag tgc tac tac acc aac 240 
Glu Arg His Phe Val Val Gin Phe Lys Gly Glu Cys Tyr Tyr Thr Asn 
65 70 75 80 

ggg acg cag cgc ata egg etc gtg acc aga tac ate tac aac egg gag 288 
Gly Thr Gin Arg lie Arg Leu Val Thr Arg Tyr lie Tyr Asn Arg Glu 

85 90 95 

gag tac gtg cgc tac gac age gac gtg ggc gag tac cgc gcg gtg a cc 336 
Glu Tyr Val Arg Tyr Asp Ser Asp Val Gly Glu Tyr Arg Ala Val Thr 



100 105 

gag ctg ggg egg cca gac gec gag tac tgg aac age cag ccg gag ate 384 

Glu Leu Gly Arg Pro Asp Ala Glu Tyr Trp Asn Ser Gin Pro Glu lie 

115 120 125 

ctg gag cga acg egg gee gag gtg gac acg gcg tgc aga cac aac tac 432 

Leu Glu Arg Thr Arg Ala Glu Val Asp Thr Ala Cys Arg His Asn Tyr 

130 135 140 

gag ggg ccg gag acc age acc tec ctg egg egg ctt gaa cag ccc aat 480 

Glu Gly Pro Glu Thr Ser Thr Ser Leu Arg Arg Leu Glu Gin Pro Asn 

145 150 . 155 160 

gtc gee ate tec ctg tec agg aca gag gee etc aac cac cac aac act 528 

Val Ala lie Ser Leu Ser Arg Thr Glu Ala Leu Asn His His Asn Thr 

165 170 175 

ctg gtc tgt teg gtg aca gat ttc tac cca gee aag ate aaa gtg cgc 576 

Leu Val Cys Ser Val Thr Asp Phe Tyr Pro Ala Lys lie Lys Val Arg 

180 185 190 

tgg ttc agg aat ggc cag gag gag aca gtg ggg gtc tea tec aca cag 624 

Trp Phe Arg Asn Gly Gin Glu Glu Thr Val Gly Val Ser Ser Thr Gin 

195 200 205 

ctt att agg aat ggg gac tgg acc ttc cag gtc ctg gtc atg ctg gag 672 

Leu lie Arg Asn Gly Asp Trp Thr Phe Gin Val Leu Val Met Leu Glu 

210 215 220 

atg acc cct cat cag gga gag gtc tac acc tgc cat gtg gag cat ccc 720 

Met Thr Pro His Gin Gly Glu Val Tyr Thr Cys His Val Glu His Pro 

225 230 235 240 

age ctg aag age ccc ate act gtg gag tgg agg gca cag tec gag tct 768 

Ser Leu Lys Ser Pro lie Thr Val Glu Trp Arg Ala Gin Ser Glu Ser 

245 250 255 

gee egg age aag gga ggt gga gga tec act aca get cca tea get cag 816 

Ala Arg Ser Lys Gly Gly Gly Gly Ser Thr Thr Ala Pro Ser Ala Gin 

260 265 270 

ttg aaa aag aaa ttg caa gca ctg aag aaa aag aac get cag ctg aag 864 

Leu Lys Lys Lys Leu Gin Ala Leu Lys Lys Lys Asn Ala Gin Leu Lys 

275 280 * - 285 

tgg aaa ctt caa gee etc aag aag aaa etc gee cag cat cat cat cat 912 

Trp Lys Leu Gin Ala Leu Lys Lys Lys Leu Ala Gin His His His His 

290 295 300 

cat cat tga 921 

His His 

305 
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FIGURE 5 



(1) 

promoteur de 
metallothioneine 
(Inductible par 
CuS0 4 ) 



240 Hindi 
275 Sag I 

428 EcoRI 



506 Sma I 
506 Xma I 




731 

769 BstE II 
850 Oralll 



1090 PflMI 
1092 PpuM I 

1173 BstX I 
1229 BamH I 



(2) 

I-A |3 d /LACK 

peptide lack (158-173) 
lie par covalence a 
lachaine pdeI-A d 



1361 Hinc II 
1361 Sal I 
1366 Sse8337 I 
1427*Xcm I 
1490 Pac I 



(3) glissiere a 
leucine basique 



Aatll 



2278 Nar I 
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FIGURE 6 



peptide 



Chained 
Chaine a 



Fragment F< 



:.. etissiere a leucine 




fluorophore 



